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論 文 内 容 要 旨
複合糖質は生体活性の発現 と密接なかかわ りを持っており,糖鎖構造を正確に把握することに
よって糖鎖の機能的な役割を理解することができる。
糖鎖構造の解析には,化学的方法や機器的方法のほか,非還元末端から糖残基を切断す るエキ
ソグリコシダーゼを用いる方法が有効な手段である。すなわち,糖脂質や糖 タンパク質,あ るい
は糖 タンパ ク質から切 り離されたオ リゴ糖 は,適当なエキソグリコシダーゼで順次処理す ること
により,容易に構造を解析することができる。また,エ キソグリコシダーゼ処理によって複合糖
質の非還元末端糖残基を特異的に除いた化合物の活性を測定することにより,糖残基の機能を解
析す ることもできる。これまでにも多種類のエキソグリコシダーゼが分離され,こ れらを用いた
糖鎖構造あるいは機能の解析に関する報告があるが,さ らに別の性質を持っエキソグリコシダー
ゼが開発 されれば糖質研究の発展に役立つ ものとなると考え られる。
本研究においては,まず糖質研究に使用するエキソグリコシダーゼの開発を目的として,種 々
の試料か らβ一N一アセチルヘキソサミニダーゼ,α一N一アセチルガラク トサ ミニダーゼ,α 一ガラ
クトシダーゼ,お よび β一グルコシダーゼの分離精製法を確立 した。いずれの最終精製標品 も電
気泳動的に単一なタンパ ク質バ ンドを示 した。ついで,こ れらの酵素の酵素学的性質および天然
基質 に対する作用 を明らかに した。さらに,これ らの精製酵素標品を用 い,糖鎖構造解析および
食品分析 に応用 した例を示 した。
第1章.エ キ ソグ リコシダーゼの精製 と酵素学的性質
β一邸 アセチルヘキ ソサ ミニ ダー ゼはマボ ヤ(HαZOCッπ薦 αrorθ翻)中 腸腺 か ら精製 した。 す
なわ ち,中 腸 腺 ホ モ ジ ネ ー トを硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム分 画 した後,SephadexG-200,DEAE-
SaphedexA-50およびCM-SephadexC-50カラムクロマ トグラフィー に順次付 して,回 収率36.
5%で精製標品 を得 た。精製標品 は,214.1unit/Ingproteinの比活性 を示 し,ホ モ ジネー トの
820倍に精製 された。この酵素 は分子量74,000のサブユニ ッ トか ら成 る4量 体であ った。精製酵
素 は β一N一アセチルグルコサ ミニダーゼ活性 および β一N一アセチ ルガラク トサ ミニダー ゼ活性 の両
酵素活性 を有 し,そ の活性 比 は1.6と,こ れまでに報告 され た酵 素 と比 較 して β一N一アセチ ル ガ
ラク トサ ミニダーゼ活性が高か った。
スルメイカ(%面ro4θspαc雛α偲)肝 臓 か らα一N一アセチルガ ラク トサ ミ.ニダーゼを精製 した。
スル メイカ肝臓 のホモ ジネー ト上清 を硫酸 ア ンモニウム分画 した後,SP-SephadexC-50カラム
クロマ トグラフィーに付 した ところ,2種 類 の α一N一アセチルガ ラク トサ ミニ ダー ゼ(酵 素1お
よびH)が 分 画 された。っいで酵素1画 分 をSephadexG-200およ びSepharose6Bゲル濾過 に
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順次付 し,回 収率16.3%で精製標品 を得 た。精製標品1は,30.2unit/mgproteinの比 活性 を示
しホ モ ジネ ー トの1,100倍に精 製 され た。 一 方,酵 素H画 分 を,DEAE-SephadexA-50,
SephadexG400およびSephadexG-200カラムクロマ トグラフィーに順次付 し,回 収率7.6%で
精製標品 を得た。精 製標品Hは,81.7unit/mgpro七einの比活性 を示 し,ホ モ ジネー トの3,000
倍 に精製 された。酵素1乏Hは,分 子量や安定性な どが全 く異な っていた。す なわ ち,分 子量 は
酵素1が500,000であるのに対 し酵素Hは230,000であ り,構 成 す るサ ブユニ ッ トも異 な って い
た。また,酵 素1は50℃ において極 めて安定でHg2+(1mM)に 全 く阻害 され ない のに対 し,
酵素Hは500Cにお いて比較的不安定 な うえ,Hg2+(1mM)に強 く阻害 された。酵 素1は,こ れ
までに報告 され たほとん どの α一N一アセチルガラク トサ ミニダーゼ と同様 に,α 一ガ ラク トシダー
ゼ活性 を伴 っていたが,酵 素Hは α一ガ ラク トシダーゼ活性を伴 っていなか った。
スイカ(0誌r召ZZαS～)α孟琵Cん)果肉よ り α一ガ ラク トシダーゼを精製 した。 す なわ ち,果 肉 ホ モ
ジネー ト上清 を硫酸 ア ンモニウム分画 した後,DEAE-SephadexA-50,CM-SephadexC-50およ
びSephadexG-100カラムク ロマ トグラフ ィーに順次付 して精製 した。回収率13.7%で得 られ た
精製標 品 は,49.9unit/mgproteinの比活性 を示 し,ホ モ ジネー トの770倍に精製 され た。本 酵
素 は分子量45,000の単 量体であ った。
バ ター豆(Pんα8θo伽Z醜α伽)種 子 か らβ一グル コシダーゼを精製 した。すなわち,浸 漬バター
豆 ホ モ ジネー トの上 清 を硫酸 ア ンモニ ウム分画 した後 アセ トン処理 し,得 られ た酵 素 液 を
CM-SephadexC-50およびSephadexG-100カラムク.ロマ トグラフィーに付 して,回 収 率50.4%
で精製標品を得 た。分子 量124,000の本酵 素 は熱(50℃)に 対 して安定 な酵素で あった。精 製標
品 は181unit/mgproteinの比活性 を示 し,ホ モジネー トの11,700倍に精製 された。本酵素 はβ一
グル コシダーゼ活性 の他 に,β 一ガ ラク トシダーゼ,β 一D一フコシダーゼおよび β一D一キ シロシダー
ゼ活性 を伴 ってお り,グ リコ ン特 異性の緩い β一ア リルヘキ ソシダーゼ と呼 ばれる酵素 に属 す る。
第2章 エキソグ リコシダーゼの天然基質に対する作用
酵素標品の糖質研究における有用性は,多 くの天然基質に対する広いアグリコン特異性である。
そこで,第1章 で得 られた精製酵素標品の天然基質に対する作用を検討 した。
ホヤβ一N一アセチルヘキソサ ミニダーゼは糖脂質グロボシド1,G脚,ア シアロGM2に作用 し,
非還元末端の β一N一アセチルガラクトサミン残基を加水分解した。このことは,本 酵素はβ1→3
およびβ1→4N一アセチルガラクトサ ミニル結合のいずれをも加水分解することを示 している。
本酵素による糖脂質の加水分解には0.4%sodiumtaurocholateの共存が必要であった。シアル
酸を含む糖脂質GM、に対する活性は,シ アル酸を含まない糖脂質(ア シアロGM、)に比較 して低
かった。
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スルメイカ α一N一アセチルガ ラク トサ ミニダーゼ1お よびHは,い ず れ もア シアロBSM(ウ シ
顎下腺 ムチ ン),血液型A型 活性物 質(ヒ ト卵巣嚢腫A型 活性糖 タンパ ク質 およ びA型 活 性赤 血
球膜断片),お よび0.1%sodiumtaurodeoxycholate存在下 にお いてForssman糖脂質 に作 用
し,非 還元末端 の α一N一アセチルガ ラク トサ ミン残基 を加水 分解 した 。Forssman糖脂質 に対 し
て,酵 素1はKm=0.030mMお よびVmax=0.50μmol/mgprotein,酵素HはKm=0。038mM
およびVmax-0.30μmol/mgproteinと酵 素1の 方 が酵素1よ りも高いVmax値 を示 した。 ま
た,人 工基質(PNP一α一ガ ラク トシ ド)を 用 いたとき,α 一ガ ラ ク トシダー ゼ活 性 を伴 って い た
酵素1は,糖 脂質CTH(セ ラ ミドトリヘキソ シ ド),血液型B型 活性物質,ラ フィノー ス系 オ リ
ゴ糖 とい った非還元末端 に α一ガラク シ トシル結合を持つ天然基質 に も作用 して ガ ラク トース を
遊離 した。一方人工基質 に対 して活性 のなか った酵素Hは,こ れ ら天然基質を も加水分解 しなか っ
た。すなわち,酵 素Hは,こ れまでに報告 された動物起源 の α一N一アセチル ガ ラク トサ ミニ ダー
ゼの中で唯一 の,同 一酵素 タンパ ク質上 に α一ガ ラク トシダーゼ活性 を伴 わない酵素 である。
ス イカ α一ガラク トシダーゼは,血 液型B型 活性物質(ヒ ト卵巣嚢腫B型 活性 糖 タ ンパ ク質 お
よびB型 活性赤 血球 膜 断片),ラ フ ィノー ス系 オ リゴ糖,お よび0.2%sodiumtaurodeoxy-
cholateあるい は0.8%sodiulntaurocholate存在下 において糖脂質CTHか ら非 還 元末端 の α一
ガラク トース残基 を加水分解 した。すなわち,本 酵素 は α1→4,α1→3お よ び α1→6の ガ ラク
トシル結 合のいずれを も加水分解 し,隣 接糖残基 との結合位置 にっ いて緩 い特異性 を持っ酵素で
ある。
バ ター豆 β一グル コシダーゼにつ いては,配 糖体お よびオ リゴ糖 に対 す る作 用 を検討 した。 本
酵素 は,ビ ス グル コシ ドを持っ ア ミグダ リンなどにはほとん ど活性 を示 さず,モ ノグルコ シ ドに
対 してのみ活性 を示 し,特 に シア ン配糖体 リナマ リンに対 して高 い活性 を示 した。
第3章,エ キソグ リコ シダーゼの糖鎖構造解析お よび食品分析への応用
前章 までに示 した グ リコシダーゼをForss斑an糖脂質 の糖鎖構造解析 に応用 した。す なわ ち,
Forssman糖脂質 にまず スル メイカ α一N一アセチルガ ラク トサ ミニ ダー ゼ1を 作 用 させ,っ ぎに
反応 により生成 した糖脂質 にホヤ β一N一アセチルヘキ ソサ ミニダーゼを,っ いでスイカ α一ガ ラク
トシダーゼ,最 後 にジャック豆 β一ガラク トシダーゼ(市 販品)と 逐次 作用 させた 。反 応 によ り
順次生成 した糖脂 質 は,シ リカゲルTLCに よ りグロボ シ ド1,CTH,CDH(セ ラミ ドジヘキ ソ
シ ド)お よびグルコシルセ ラ ミドと一致 した。 この結果 よ り,GalNAcα一GalNAcβ一Galα一Gal
β一Glc-ceramideというForssman糖脂質のア メノ リック配位 を含 む糖鎖構造 が再確認 された。
ここで精製 され た酵素標品 は,他 にい くっかの糖鎖構造解析 に応用 された。す なわち,ス イカ
α一ガ ラク トシダーゼはニワ トリ赤血球膜か らのガ ラビオ シルセ ラ ミドの同定 に,ス ルメ イカ α一
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ガラク トサミニダーゼ1は ブタ赤血球膜A型 活性糖脂質の糖鎖構造解析に,ホ ヤβ一N一アセチル
ヘキソサミニダーゼはニジマス卵由来 のポリシアロ糖タンパ ク質の構造解析に用いられている。
バター豆 β一グルコシダーゼは食品中のシアン配糖体の定量に応用された。 シアン配糖体は,
β一グルコシダーゼで加水分解 した後,遊 離 したシァンを定量す るζとによりその含量 を測定す
ることがで きる。従来,市 販 β一グルコシダーゼ(ア ーモンドェムルシン)で は加工食品中に含
有されるシアン配糖体 リナマリンは加水分解されないため,酵素法による定量は信頼性が乏しかっ
た。バ ター豆 β一グルコシダーゼを用いることによって,リ ナマ リンを含む食品につ いてもシア
ン含有量の測定が容易になり,本法は日本薬学会の衛生試験法として用い られている。
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審 査 結 果 の 要 旨
複合糖質の糖鎖 は,細胞間の識別,接 着,免 疫,障 害反応など,多細胞生物の生命現象におい
て極めて重要な役割を果 しており,そ の構造解析の必要性は高い。糖鎖解析の手段 も多様である
が,長 い糖鎖を持っ場合には化学的な方法や機器分析では極めて困難iな場合が多 く,酵素の持っ
特異的な加水分解反応を利用する方法が有効である。本研究はこの目的を達成するため,種 々の
天然物より糖質分解酵素エキソグルコシダーゼを分離 してその性質を明らかにし,これらを用い
て多種類の複合糖質の構造を解析 したものである。
まずホヤの中腸腺より,β一N一アセチルヘキソサ ミニダーゼを酵素化学的に単一になるまで精
製 した。本酵素標品は,高 いβ一N一アセチルガラク トサ ミニダーゼ活性をもっ ことを示 し,糖 鎖
の非還元末端が β一N一ガラク トサ ミンである糖脂質,グ ロボシド1,GM、,アシアロGM、に本酵素
標品を働かせると,末端の糖のみが選択的に除かれた糖脂質が生成することを明 らかにした。
ついでスルメイカ肝臓より,α一N一アセチルガラク トサ ミニダーゼの分離精製を試み,分 子量
の異なる2種類の酵素タンパ ク質(1,H)を 得ている。これらの酵素は,至 適pH,Km,安
定牲,阻 害剤による阻害度などが異なり,性質の異なる2っの酵素であることが分かった。一般
に,α一N一アセチルガラクトサ ミニダーゼは,α一N一アセチルガラクトサ ミニル結合のみではなく,
α一ガラク トシル結合をも加水分解す る性質があることが知 られているが,本 研究 によって分離
された標品のうちの一っ(1)は,α 一N一アセチルガラクトサ ミニル結合のみを特異的に切断す
ることが明 らかとなった。非還元末端にα一N一アセチルガラクトサ ミンを持つ天然基質であるウ
シ顎下腺ムチン,血液型A型 物質などは本標品(1)に より,末端の糖のみが加水分解される。
また末端にα一ガラク トースを持っ血液型B型 物質な どは,他 の標品(∬)の みが働 き,標 品
(1)によっては加水分解 されないことを明らかとした。
またスイカ果肉か ら,α一ガラクトシダーゼを酵素化学的に単一になるまで分離精製 し,本 酵
素標品はセラミドトリヘキソシドや血液型B型 物質の末端ガラク トースを選択的に加水分解する
ことを示 した。っいでバター豆か ら,α一グルコシダーゼを酵素化学的に単一になるまで精製 し,
本酵素標品が天然の配糖体に作用 してアグリコンを効率良 く生成することを明 らかとした。
さらにこれらの精製エキソグルコシダーゼを組み合わせ,Forssmanハプテンの糖鎖構造を解
析 した。また衛生化学的に問題 となっている食品中のシアン配糖体の分析にバター豆か らの酵素
を用いる方法を検討 し,新 しい試験法を開発 した。
以上 これ ら本研究で分離精製 した酵素は,国内外の多 くの研究者によって種々の天然糖脂質の
糖鎖の構造解析 に利用されているなど,極 めて実用性の高い研究である。よって本論文は基礎的,
応用性の両面において価値ある内容を含み,博士(薬学)の 学位論文 として十分に評価できる。
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